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論文内容要旨
 藍研究目的】
 受容体を介したイオンチャンネルの修飾作用についての研究は,細胞の機能調節を理解する上
 で重要である。従来,このような研究は,組織片や単離した細胞を用いて行われており,クロー
 ン化して発現させたチャンネルや受容体を対象とした研究は始まったばかりである。本研究では,
 ラット心筋からクローニングされた遅延整流型カリウムチャンネルKvし2の,受容体を介した修
 飾について,アフリカッメガエル卵母細胞発現系を用いて検討した。
 【研究結果1
 1.方法
 チャンネル,受容体のcRNAは,RNAポリメラーゼにより`η疏roで合成し,濃度がそれぞ
 れ0.2μg/μ1になるように混合した。アフリカツメガエル卵母細胞はコラゲナーゼ処理により
 単離し,混合したRNAを注入した後,modifiedBarth液中で19℃で2-5日間静置した。卵
 細胞の表面に発現したチャンネルを流れる電流は,3MKC1で満たされた微小電極を用いて,2
 電極膜電位固定法によって測定した。受容体は,フォスファチジルイノシトール代謝回転と共役
 する,エンドセリン受容体(ET・)または代謝型グルタミン酸受容体(mGluR5)を用いた。
 また,Kv!2の修飾機構と,一過性外向き型カリウムチャンネルKv1』においてみられる修飾機構
 との比較を行った。
 2.結果
 Kv12電流(lk(v12))は,エンドセリンET^受容体の刺激により,時間経過と共に抑制された。
 プロテインキナーゼC(PKC)の阻害剤であるstaurosporine(1μM)の存在時や,EGTA(5
 mM相当)を細胞内へ注入した時には,この抑制作用は減弱した。また,PKC活性化剤である
 PMA(0.1μM)の投与や,細胞内へのCaC12(1μM相当)注入によって,受容体を刺激しな
 くてもIK(vエ2)の抑制がみられた。
 以上より,ET、を介した1・(Vi2)の抑制作用には,PKCの活性化と細胞内カルシウムの増加が
 共に関与していると考えられた。また,mGluR5を刺激した時も,Kv!2電流は時間経過と共に
 抑制され,PKCと細胞内カルシウムが抑制に関与していると考えられた。mGluR5刺激の場合
 のstaurosporine(1μM)やEGTA(5mM相当)の効果は,ET。刺激時と同程度であり,両
 受容体刺激による1・(v拗抑制においては,セカンドメッセンジャーの関与の程度は変わらないと
 考えられた。さらに,受容体を介した抑制作用は,K,,.、においてもみられ,K.、」電流は,受容
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 体刺激により,時間経過と共に抑制された。しかしKvMでは,EGTA(5mM相当)が
 staurosporine(1μM)よりも,受容体刺激による修飾を減弱させ,Kv12とは反対の結果となっ
 た。すなわち,Kv1ユの抑制ではPKCが優位に作用していると考えられたのに対して,KvMの抑
 制では細胞内カルシウムが優位であると考えられた。
 匿砺究の意義》
 本研究により,チャンネルが受容体による修飾を受ける際,・セカンドメッセンジャーに対して
 それぞれ独自の感受性を持っていることが明らかになった。このことは,外界の刺激に対して,
 細胞が多様な応答を起こすための一つの手段であることを示唆し,生物学的に興味深い。
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 審査結果の要旨
 電位依存性イオンチャンネルは,受容体を介した機構によって調節され,細胞の活動に影響を
 与えうる。例えば心筋においては,β受容体刺激はカルシウム電流だけでなく,遅延整流性カリ
 ウム電流を増加させることが知られている。増加したカリウム電流は活動電位持続時間を短縮さ
 せ,増加したカルシウム電流は正の変力作用を生じさせる。従来このような研究は,組織片や単
 離した細胞を用いて行われてきたが,近年,分子生物学的技術が進歩し,チャンネルや受容体を
 コードするcDNAが単離されてきたことにより,クローンとしてのチャンネルや受容体を対象
 とした研究が可能となってきた。
 ラット心筋からクローニングされた電位依存性カリウムチャンネルの1っである遅延整流型の
 KUI2とエンドセリン受容体(ET。またはETB)とをアフリカツメガエル卵母細胞に共に発現さ
 せると,Ku12電流はエンドセリン受容体のどちらのサブタイプの刺激によっても明らかに抑制
 される。ET・ならびにETB受容体はいずれもphosphatidy1-inositol(PI)代謝回転を促進させ
 る作用を有し,Ku12電流の抑制にはPI代謝回転が関与していることが示唆されているが,Cキ
 ナーゼや細胞内カルシウムイオンがどの程度関与しているのかは未だ明らかでない。
 著者は,ラット心筋からクローニングされた遅延整流型カリウムチャンネルKu.2の受容体
 を介した修飾に関して,アフリカッメガエル卵母細胞発現系を用いて検討を加えた。その結果,
 1)Ku12はphospholipaseCと共役する受容体の刺激により抑制されること,2)その作用に
 はCキナーゼの活性化と細胞内カルシウムの上昇が共に関与していることが明らかにされた。
 これらの事実は,Cキナーゼや細胞内カルシウムによるカリウムチャンネルの修飾について,分
 子生物学的な立場からひとつの知見を示したものである。さらに,3)ラット心筋からクローニ
 ングされたもう1種類のカリウムチャンネルであるKuuと比較すると,受容体刺激による修飾
 を受ける際,それぞれのセカンドメッセンジャーに対して異なった感受性を持っていることが明
 らかにされた。以上の知見は,外界の刺激に対して,細胞が多様な応答を起こすための一つの手
 段であることを示唆し,生物学的に興味深い。
 以上のように,本研究はクローンとしてチャンネルや受容体を扱うことにより,細胞機能の調
 節のメカニズムを検討しうる可能性を示した点で独創的であり,十分学位に価すると考えられる。
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